脳局所化学療法による一過性血液脳関門透過性亢進の解析及びそれによる全身化学療法の治療効果促進 by 中村  太源
脳局所化学療法による一過性血液脳関門透過性亢進
の解析及びそれによる全身化学療法の治療効果促進





























                       神経・感覚器病態学講座  
 
























である 4）。脳腫瘍に対して塩酸ニムスチンを CED 法で投与する治療効果をラッ
ト脳腫瘍モデルを用いて示し 5）、さらにこの塩酸ニムスチンの CED 法による投
与に化学療法薬テモゾロミドの全身投与を併用することによる相乗効果を同様



















 塩酸ニムスチンの CED 法による投与後のエバンスブルーの漏出については、
定性評価、定量評価ともに局所投与の 7 日から 12 日頃に漏出のピークを認め、
その後は次第に減尐していく様子が確認された。また、脳腫瘍モデルを用いた
研究では、塩酸ニムスチンの CED 投与 7 日後にドキソルビシン内包リポソーム
を尾静脈投与すると、ドキソルビシン内包リポソームが多量に腫瘍内に分布す
ることが示された。生存試験では、ドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投







ールと生存に差を認めなかった（p = 0.27）。 














































下 CED)法 が開発された 4）。 











いるインターロイキン 13 と Pseudomonous exotoxin の細胞内移行シグナルを
除去した部分を結合したキメラ蛋白である IL13-PE38QQR（膠芽腫細胞表面に
高頻度に発現しているインターロイキン 13（IL-13）受容体を標的として結合し
て細胞内に移行、その後 Pseudomonous exotoxin が殺細胞効果を発揮する）14)










































The 9L rat gliosarcoma cells (American Type Culture Collection, Rockville, 
8 
 
MD)を使用した。培養液は Eagle’s minimal essential medium に 10% fetal 
Bovine serum、non-essential amino acids、100 U/ml penicillin G を混合した





究科動物実験施設で承認されている。体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット
を Kumagai-Shigeyasu Co.,Ltd (Sendai, Japan)より購入した。体重 200g 相当




















(BeeHive; Bioanalytical System, West Lafayete, IN)のシリンジに接続した。薬
剤注入速度は、以下のように段階的に増加させ、全量 20μl を 40 分かけて持続
注入した(0.2μl / 分 ×15 分 + 0.5μl / 分 ×10 分 + 0.8μl / 分×15 分 = 20
μl / 40 分 )。逆流による薬剤漏出を防ぐために、逆流防止機能付き注入カテー
















生理食塩水で 1mg/mlに濃度調整した塩酸ニムスチン溶解液 20μlを CED法に
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より投与した。その後、無作為に 5 つの群に分けて塩酸ニムスチン投与後 3 日、
7 日、12 日、20 日、30 日の時点で各 4 匹ずつのラットに生理食塩水で濃度調
整した 2％エバンスブルー溶液 1ml を尾静脈から投与した。投与 30 分後に生理
食塩水で経心臓的に約 5 分程度の還流を行い、血管内のエバンスブルーを洗い
出し、脳を摘出してイソペンテンで凍結標本とした（図 3）。標本はクライオス
タットで 25μm 厚の凍結切片とし、100μm 厚毎の step section を作製した。
エバンスブル－は蛍光顕微鏡で発色が確認できるため、血液脳関門の透過性亢
進により脳実質内へと漏出したエバンスブルーを蛍光顕微鏡（Leica FW4000  
Leica microsystems 社製）で観察した。観察は Excitation filter:546±5.5、





24 匹の体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラットの一側大脳半球に対し、生理
食塩水で 1mg/mlに濃度調整した塩酸ニムスチン溶解液 20μlを CED法により
投与した。塩酸ニムスチン投与後 3 日目に 9 匹、7 日目に 9 匹、30 日目に 6 匹
のラットに対して、生理食塩水で濃度調整した 4％エバンスブルー溶液 1ml を




り分けた標本に PBS 1ml を加えてホモジナイズを行い、遠心分離機で 1000 回
転/分を 30 分間行った。上清 0.7ml を捨て、同量（0.7ml）の 100％トリクロロ
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酢酸を加えて 4℃で一晩保存した。その後に再び遠心分離機で 1000 回転/分を






体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット 6 匹の一側大脳半球に、９L 細胞 5
×105個を植え込み頭蓋内腫瘍モデルを作製した。腫瘍植え込み 5 日後、3 匹に
対して塩酸ニムスチン（濃度 1.0 mg/ml、20μl）を CED 法により投与し、残
り 3 匹には PBS（20μl）を同様に投与した。塩酸ニムスチン投与 7 日後に全て









体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット 22 匹を用いて、一側大脳半球に上記
と同様の手順で９L 細胞の腫瘍モデルを作製した。次に 22 匹のラットをランダ
ムに以下の 5 つのグループに振り分けた（表１）。 




群 (n = 9)、 
(c) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与する群 (n = 8)、 
(d) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾 
静脈投与する群 (n = 9)、 
(e) ドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与し、後から塩酸ニムスチンを 
CED 法により投与する群 (n = 7) 
腫瘍植え込み 5 日後に、(a)、(b)、(c)、(d)の各群に対してはそれぞれ塩酸ニムス
チン（1mg/ml）あるいは PBS を 20μlCED 法により投与し、(e)群に対しては
ドキソルビシン内包リポソーム（2.0mg/ml）を 400μl 尾静脈より投与した。そ
の更に 7 日後（腫瘍埋め込みから 12 日後）に、(b)、(d)、(e)の各群にドキソル
ビシン内包リポソーム（2.0mg/ml）を 400μl 尾静脈より投与した。更に 6 日後
（腫瘍埋め込みから 18 日後）に(b)、(d)の各群に対してドキソルビシン内包リ
ポソーム（2.0mg/ml） 400μl を尾静脈より投与し、(e)群に対しては塩酸ニム
スチン（1mg/ml）20μl を CED 法により投与した。ドキソルビシン内包リポソ
ームの投与量については過去の文献 2）26）を参考にした。生存試験各群間の有意
差は log-rank test を用いて判定した。解析ソフトには SPSS(version 11.01; 














塩酸ニムスチン濃度 1mg/ml、総投与量 20μl の CED 法による投与局所では
脳実質への損傷をほとんど認めないことは上述したとおりである。ところが、
CED 施行 7 日後に尾静脈投与したエバンスブルーは CED を行った脳局所に漏
出していた。Fischer344 ラット 4 匹の正常大脳半球に塩酸ニムスチンを CED
法により投与し、その 7 日後に 2％エバンスブルー溶液を尾静脈投与した切片を




チン投与 3 日後、12 日後、20 日後、30 日後にエバンスブルーを尾静脈投与し
た際の脳局所での漏出を同じく各群 4 匹で検討した。蛍光顕微鏡による漏出評
価は全て同じ条件で行った。その結果、塩酸ニムスチン投与 3 日後でのエバン














の脳腫瘍モデルラットを作製し、塩酸ニムスチンを CED 法により投与した 7 日










生存試験の結果は Kaplan-Meier 曲線で評価した（図 12）。 
塩酸ニムスチンを CED 法で投与した群では、コントロール群と比べて脳腫瘍モ
デルラットの生存期間の有意な延長を認めた（ｐ＝0.017；log-rank 検定）が、













を CED 法により局所投与する治療効果と安全性について報告してきた 5）6）。こ









するが、この 9L 細胞株はラットの膠肉腫の細胞である。膠肉腫は WHO の分類




































































止となった 35）。3 つ目は、アルキルグリセオール類を用いた方法である 36）。
Erdlenbruch らはアルキルグリセオールの静脈内投与により、可逆的且つ濃度
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ラットの正常脳に濃度 1mg/mlの塩酸ニムスチン 20μlを CED法により局所投








た 7 日後に、尾静脈より 2％エバンスブルー溶液を投与、30 分後に生理食塩水
で経心臓的に還流を行い、脳を摘出して凍結標本を作製した。クライオスタッ
トを用いて 25μm 厚の step section として、蛍光顕微鏡により漏出したエバン
スブルーの発色を観察した。図 A は、頭側から尾側へ 1000μm 間隔で並べた
step section を提示している。図 B は一側の半球に塩酸ニムスチン、対側には




Fisher344 ラットの一側正常大脳半球に塩酸ニムスチンの CED 法による投与 3
日後、7 日後、12 日後、20 日後、30 日後にそれぞれ 2％エバンスブルーを尾静
脈投与し、図 2 と同様の方法でエバンスブルーの漏出を評価した。投与 12 日後
にエバンスブルーを投与したラットの切片標本を図 A に示す。図 B では投与 3














行い、3 日後、7 日後、30 日後にそれぞれ 4％エバンスブルーを尾静脈投与し、
漏出部分を含む脳小片に存在するエバンスブルーの質量を吸光計を用いて求め
た。グラフは各群(n=6)の平均を示し、縦軸が漏出したエバンスブルーの質量(μ
g)を示している。投与 7 日後でピークを認め、3 日後と 7 日後、7 日後と 30 日




Fisher 344 ラットの 9L 細胞株を用いた脳腫瘍モデルにおいて、塩酸ニムスチン
(n=3)、PBS(n=3)を CED 法により投与し、7 日後にドキソルビシン内包リポソ
ーム（ドキシル®）を尾静脈投与した。蛍光顕微鏡によるドキソルビシン内包リ
ポソーム（ドキシル®）の漏出の観察を、上述のエバンスブルーの場合と同様の











生存曲線。Fisher 344ラット 22 匹を用いて9L細胞株の脳腫瘍モデルを作製し、
以下の 5 群へ無作為に振り分けて治療を行い、生存期間を観察した。 
(a) PBS を CED 法で投与するコントロール群 (n = 9)、 
(b) PBSを CED法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与する
群 (n = 9)、 
(c) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与する群 (n = 8)、 
(d) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾静
脈投与する群 (n = 9)、 
(e) ドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与し、後から塩酸ニムスチンを





Fisher 344 ラット 22 匹を用いて 9L 細胞株の脳腫瘍モデルを作製し、(a)～(e)































































































塩酸ニムスチン1mg/ml    
    or 












2 mm x 40 X 100 




B PBS 塩酸ニムスチン PBS 塩酸ニムスチン 
図 ７ 













































図 10  
(各群n=6) 
×40 ×100 
CED針刺入路 
2 mm 
2 mm 
×40 ×100 
×40 ×100 
図 １１ 
A 
B 
B-2 
B-1 
図 １２ 
表1．脳腫瘍モデルを用いた生存試験における5群 
